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(54) Titulo: PEPTIDOS COMO PORTADORES PENETRANTES DE CELULAS 



(57) Abstract: The invention relates to compounds having formula (I) or the biologically- or pharmaceutically-acceptable salts 
thereof which are used as penetrating cell carriers. According to formula (I), Val is L-Val or D-Val; Arg is L-Arg, D-Arg or L-(N- 
methyl)Arg; Pro is L-Pra or D-Pra; Leu is L-Leu or D-Leu; x is an integer of between 1 and 20, preferably 3; Li and L2 are chemical 

1/^ linkers; Mi and M2 are pharmaceutically- and/or biologically-active groups; and the linkage between Li and Mi and the linkage 
between L2 and M2 are of any known chemical nature, including covalent and ionic. Compared to other previously-described carrier 
peptides, said novel family offers many advantages including its non-viral origin, amphipathic character, water solubility and the 
absence of a cytotoxic effect at high concentrations. Mi-Li-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)x-L2-M2 (I) 



1^ (57) Resumen: Los compuestos de formula (I) o sus sales farmaceutica o biologicamente aceptables son utiles como portadores 
penetrantes de celulas. Segun la formula (I), Val es L-Val o D-Val; Arg es L-Arg, D-Arg o L-(N-metil)Arg; Pro es L-Pro o D-Pro; 
Leu es L-Leu o D-Leu; x es un entero del 1 al 20, preferiblemente 3; LI y L2 son conectores quimicos; Ml y M2 son grupos 
farmaceutica y/o biologicamente activos; y el enlace entre LI y Ml y el enlace entre L2 y M2 son de cualquiera de las naturalezas 
qufmicas conocidas, incluyendo covalente e ionica. Comparados con otros peptidos portadores descritos previamente, esta nueva 
familia presenta muchas ventajas, incluyendo su origen no viral, su caracter anfipatico, su solubilidad en agua y la absencia de un 
efecto citotoxico a concentraciones elevadas. Ml-Ll-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)x-L2-M2 (I) 
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Peptidos como portadores oenetrantes de celulas 

Esta invencion esta relacionada con los campos de la medicina, la 
investigacion, el diagnostico, y la cosmetica, y especificamente con nuevos 
5 peptidos como portadores penetrantes de celulas para la administracion de 
compuestos a las celulas. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

10 La pobre permeabilidad de la membrana celular a agentes externos es una 
limitacion significativa en investigacion y particularmente en medicina en el 
desarrollo de muchos farmacos. La eficiente internalizacion celular de muchos 
agentes qufmicos es todavia un reto. 

15 La Investigacion en este campo ha tomado varias aproximaclones. Una 
primera aproximacion conlleva el uso de promotores de penetracion como 
agentes quelatadores, tensioactivos y no tensloactivos, sales biliares y acidos 
grasos, que tienen buenos efectos en la penetracion pero tambien problemas 
de seguridad. Una segunda aproximacion conlleva el uso de tecnologias 

20 basadas en los liposomas, los vectores virales y la microinyeccion, pero 
todavia tienen poco exito. 

La capacidad de ciertos peptidos para atravesar membranas celulares es de 
interes en este campo. Recientemente, este interes ha conducido a un rapldo 

25 desarrollo de peptidos portadores para la administracion de farmacos 

antitumorales, antivirales o antibioticos, que de otra manera senan incapaces 
de atravesar la membrana celular y alcanzar su diana terapeutica. El uso de 
peptidos portadores tiene la ventaja de permitir una sintesis accesible y una 
elevada flexibilidad para la modificacion cuando se unen peptidos o moleculas 

30 pequenas de farmaco como cargas. Se ha demostrado la capacidad de una 
gran variedad de peptidos cortos para actuar como portadores para la 
administracion de otros peptidos, protemas u oligonucleotides dentro de la 
celula. Los ejemplos mas destacados son la calcitonina humana (hCT), los 
fragmentos de dominios de transduccion de protei'nas como el VP22 (cfr. S.R. 

35 Schwarze et ah, "Protein transduction: unrestricted delivery into all cells?", 
Trend in Cell BioL 2000. vol. 10, pp. 290-5), el transactivador VIH de 
transcripcion, tambien conocido como "Tat" (cfr. M. Silhol et ah, "Different 
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mechanisms for cellular internalization of the HIV-1 Tat-derived cell 
penetrating peptide and recombinant proteins fused to Tat", Eur. J. Biochem, 
2002, vol. 269, pp. 494-501) o la Antennapedia, tambien conocida como 
"Antp" (cfr. DJ. Dunican et. al., "Designing cell-permeant phosphopeptides to 
5 modulate intracellular signaling pathways", Biopolvmers Pept, Sci. 2001 , vol. 
60, pp. 45-60), peptides ricos en arglnina (cfr. J.B. Rothbard et aL, 
"Arginlne-rich molecular transporters for drug delivery: role of backbone 
spacing in cellular uptake", J. Med. Chem. 2002. vol. 45, pp. 3612-18; N. Emi 
et aL, "Gene transfer mediated by polyarginine requires a formation of big 

1 0 carrier-complex of DNA aggregate", Biochem, and Biophvs. Res. Commun. 
1997, vol 231, pp. 421-4), p-peptidos, peptoides y loligomeros (peptides 
ramificados ricos en Lys). Se ha demostrado que todos estos peptides 
penetrantes de celulas son valiosos en la administracion de cargas 
biologicannente activas al citoplasma y al nucleo. Sin embargo, el principal 

15 Incovenlente de estos peptides es que son citotoxicos a concentraciones 

moderadas y elevadas. Ademas, el manejo en el laboratorio asociado al use 
de estos peptides es dificil. 

Hace varios anos se sintetizaron peptides de formula general 
20 (Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro)x , (utilizando codigos de aminoacido de tres letras) 
con X = 2-8 utilizando una aproximacion convergente en fase solida (cfr. L 
Dalcol et ah, "Convergent solid phase peptide synthesis: an efficient approach 
to the synthesis of highly repetitive domains", J. Pro. Chem. 1995, vol. 60, pp. 
7575-81). Pero no se ha descrito la capacidad de estos peptides para formar 
25 complejos con farmacos u otros compuestos y para actuar como portadores 
capaces de translocar estos compuestos. 

EXPLICACION DE LA INVENCION 

30 Los inventores proporcionan una nueva familia de peptides que tienen la 
capacidad de atravesar las membranas celulares y, per lo tanto, de actuar 
como portadores penetrantes de celulas de farmacos y/o otras moleculas. En 
particular, estos peptides tienen una elevada eficiencia de penetracion y no 
tienen efectos citotoxicos a concentraciones elevadas. 

35 

Asf, un aspecto de la presente invencion esta relacionado con compuestos 
de formula (I) o sus sales farmaceutica o biologicamente aceptables, donde 
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Val es L-Val o D-Val; Arg es L-Arg, D-Arg o L-(N-metil)Arg; Pro es L-Pro o 
D-Pro; Leu es L-Leu o D-Leu; x es un entero del 1 al 20; Li y La son 
conectores quimicos, que son identicos o diferentes, presentes o ausentes; 
Mi y M2 son grupos farmaceutica y/o biologicamente actives, que son 
5 identicos o diferentes, presentes o ausentes; y el enlace entre Li y Mi y el 
enlace entre L2 y M2 son de cualquiera de las naturalezas qufmicas 
conocidas, incluyendo covalente e ionica. 

Mi-L-i-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)x-L2"-M2 
10 (I) 

La N-metilacion en (N-metil)Arg ocurre en el grupo amino del esqueleto del 
aminoacido Arg, no en el grupo amino de la cadena lateral. Los aminoacidos 
que componen la secuencia peptfdica pueden tener configuracion L o D. La 
15 sfntesis con aminoacidos de configuracion D es mas cara pero es Citil para 
evitar la degradacion del peptido por proteasas. La inclusion de al menos un 
aminoacido D en la secuencia peptfdica es suficiente para conseguir la 
resistencia a las proteasas y, consiguientemente, para hacer a los peptides 
utilizables en aplicaciones medicas. 

20 

Los compuestos de la invencion pueden sintetizarse utilizando p.ej. las 
tecnicas de sfntesis en fase solida, en fase Ifquida, o combinadas, como es 
conocido para un experto en la materia. Alternativamente, los peptides 
pueden sintetizarse a partir de un acido nucleico que codlfique para el 
25 peptido. Este acido nucleico puede introducirse en un sistema celular y 
expresarse para producir cantidades a gran escala del peptido. 

Los compuestos segun la presente invencion representados por la formula (I) 

tambien pueden obtenerse por metodos conocidos en forma de sus sales 
30 farmaceutica y/o biologicamente aceptables, como la sal sodica, la sal 

potasica, la sal calcica, la sal magnesica y sales de adicion con acidos. 

Ejemplos de las ultimas sales incluyen las sales de acidos inorganicos (p.ej. 

acido clorhfdrico, acido sulfurico y acido fosforico) y de acidos organicos (p.ej. 

acido acetico, acido propionico, acido cftrico, acido tartarico, acido malico y 
35 acido metanosulfonico). 



Los conectores qufmicos incluidos en la formula (I) pueden ser cadenas 
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alifaticas (p.ej. aminoacidos y polietilenglicol) o cadenas aromaticas. En una 
realizacion particular de la invencion los conectores se seleccionan 
independientemente de secuencias de peptides de hasta 10 residues de 
aminoacidos. Se puede incluir en la formula (I) una gran gama de grupos que 
5 tienen acitividad farmaceutica y/o blologica. Los grupos pueden ser principios 
actives farmaceuticos, acidos nucleicos (p.ej. oligonucleotidos, ADN de 
cadena doble, ADN de cadena simple, ADN circular, ARN y ARN de 
interferencia de senal - "signal Interfering", sIRNA -), acidos nucleicos 
peptfdicos ("PNAs"), nanoparticulas, anticuerpos y marcadores o sondas 

10 ambos radioactivos y fluorescentes (p-ej, carboxifluoresceina y derivados, 
amarillo lucifer, rodamina y rojo texas). Los grupos tambien pueden ser 
peptides, protemas, carbohidratos, lipidos o esteroles. Ejemplos de principios 
actives farmaceuticos son la dopamina, la doxorubicina, la daunomicina, el 
paclitaxel y peptides y protemas terapeuticas. Una composicion para la 

15 administracion en celulas puede comprender mas de un tipo de molecula, per 
ejempio, dos secuencias de ADN diferentes. 

Es bien conocido para aquellos expertos en la materia el come unir 
quimicamente un peptide a un grupo y/o a un conector, Asi, el enlace entre Li 
20 y Mi y el enlace entre L2 y M2 puede ser de cualquiera de las naturalezas 
qui'micas conocidas, dependiendo de la naturaleza de Li, L2, Mi, M2 y de la 
naturaleza del peptide, incluyendo los enlaces covalente e ionico. Es 
Importante que el enlace quimico seleccionado mantenga la actividad del 
correspond iente grupo. 

25 

En una realizacion de la invencion, el parametro x de la formula (I) es del 1 al 
10, mas especificamente del 1 al 3, y preferiblemente 3, En otra realizacion, 
Li, L2, Mi y M2 estan todos ausentes y, consecuentemente, el compuesto de 
formula (I) es (Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)x , donde x es preferiblemente 3. En 
30 una realizacion particular, los compuestos tienen una secuencia seleccionada 
del grupo formado per SEQ ID NO: 1-6. 

Otro aspecto de la invencion se relaciona con el use de los peptides de la 
presente invencion come portadores penetrantes de celulas. Comparados 
35 con otros peptides portadores descritos previamente, los peptides de la 

presente invencion tienen muchas ventajas, incluyendo su origen no viral, su 
caracter anfipatico, su solubilidad en agua y la absencia de un efecto 
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citotoxico a concentraciones elevadas (mas de 1000 ^M)- Otros peptides 
como Antp o Tat son citotoxicos a concentraciones de 50 |liM, 

El termino "portador" ("carrier") signlfica aqui cuaiquier sustancia utllizada 
5 para soportar o transportar otra sustancia. En esta invencion, la 

5(6)-carboxifluorescema se utiliza como grupo para ilustrar el potencial de ios 
nuevos peptides para actuar como portadores penetrantes de celulas. En ^1 
ejempio especffico incluido, la 5(6)-carboxifluorescefna se administra a la 
Imea celular humana HeLa. Sin embargo, Ios peptides de la invencion son 

10 utiles para otros tipos de celulas eucarietas y tambien para celulas 

procariotas. En una apiicacion particular, Ios portadores penetrantes de 
celulas de la invencion son utilizables para actuar como agentes de 
transfeccion. El termino "transfeccion" significa aqui el preceso de insertar 
ADN extrano en un cultivo de celulas eucarietas expeniendolas a ADN 

15 desnude (analogo a la transformacion en celulas procariotas). 

Otro aspecto de la invencion se refiere a composicienes farmaceuticas que 
cemprenden una cantidad terapeuticamente efectiva de uh cempuesto de la 
invencion, junto con cantidades apropiadas de excipientes farmaceuticos. Y 

20 de la misma manera, la invencion proporciena composicienes cosmeticas que 
cemprenden una cantidad cosmeticamente efectiva de un cempuesto de la 
invencion, junto con cantidades apropiadas de excipientes cosmeticos. La 
invencion conlleva el uso de un solo peptido e una mezcla. El experte en la 
materia escogera las vias de administracion apropiadas para estas 

25 composicienes, per ejempio oral, parenteral, nasal o topica. 

A lo large de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "cemprende" y 
sus variantes no pretenden excluir etras caracteristicas tecnicas, aditives, 
cempenentes e pasos. El resumen de esta selicitud se incorpora aqui come 
30 referenda. Para Ios expertes en la materia, otros objetos, ventajas y 

caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y 
en parte de la practica de la invencion. Las siguientes realizacienes 
particulares, Ios dibujos y la lista de secuencias se proporcionan a mode de 
ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion. 
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DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

La FIG. 1 . muestra un esquema de la sintesis y la reacclon de 
carboxifluoresceinacion en soporte solido (resina = resina 2-clorotritilo); a) 
5 5(6)-carboxifluoresceina (5 eq), PyAOP (5 eq). HOAt (5 eq). DIEA (10 eq), 
DMF, 1 h 30 min, ta,. b) 95% TFA, 2-5% TIS, 2.5% agua (1 5 min-1 h 30 min). 
R signlfica "resina". 

La FIG, 2. muestra los resultados del experlmento en un lector de 
10 fluorescencia con microplacas. F signlfica "emision de fluorescencia" en 
unldades de fluorescencia. La FIG. 2A representa la fluorescencia emitida 
despues de incubar celulas HeLa durante 3h con 

CF-(Val-X-Leu-Pro-Pro-Pro)n con X = Arg e His y n = 1-3 a una concentracion 
50 jiM. La FIG. 2B es una representacion comparativa de fluorescencia 
15 emitida obtenida despues de incubar celulas HeLa durante 1 h a 37 con 
varies peptides carboxifluoresceinados a diferentes concentraciones en un 
range de 5 inM a 50 \xM, 

La FIG. 3 muestra los resultados del experimento de viabilidad y proliferacion 
20 de HeLa. CV signlfica "viabilidad celular" en %, En la FIG. 3A la viabilidad 
celular fue cuantificada por tratamiento con MTT, despues de incubar las 
celulas HeLa curante 24h con el peptide CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)3 a 
altas concentraciones que variaban de 50 a 1000 ^iM. En la FIG. 3B la 
viabilidad de HeLa fue cuantificada por tratamiento con MTT, despues de 
25 incubar las celulas durante 24h con CF-Tat-NHay CF-Antp-NHa en una serie 
de concentraciones de 50 a 1000 inM. 

EXPOSICION DETALLADA DE MODOS DE REALIZAGION 
30 Sfntesis peptidica 

Los peptides basados en (Vai-His-Leu-Pro-Pro-Pro) se sintetizaron para ser 
comparados con los peptides basados en (Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro). Se 
realizo la sfntesis de (Val-Arg-Leu-PrO"Pro-Pro)n y (Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro)n, 
35 donde n = 1-3, mediante sfntesis peptfdica en fase solida en una resina 
2-clorotritilo. Este soporte evita la reaccion secundaria de formacion de 
dicetopiperacina PP. El compuesto 5(6)-carboxifluorescefna (OF) se utilize 
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para la sintesis de los peptides marcados fluorescentemente necesarios en 
estudios de internalizacion en celulas. 




5 5(6)-carboxifluorescema (CF) 

Materiales : Los aminoacidos Fmoc-protegidos se adquirieron de Advanced 
Chem Tech. La resina 2-clorotritilo se compro a CBL Patras. Reactivos de 
acoplamiento: el hexafluorofosfato de 

10 7-azabenzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfonio (PyAOP) se obtuvo de Applied 
Biosystems, la resina rink amide MBHA y el hexafluorofosfato de 
benzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfonio (PyBOP) se adquirieron de 
Novabiochem, el 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt) se obtuvo de GL 
Biochem, el tetrafiuoroborato de 

15 2-(1 H-benzotriazol-1-yl)-1 ,1 .3,3-tetrametiluronlo (TBTU) y el 

1-hidroxibenzotriazol (HOBt) se adquirieron de Albatros Chem Inc. 
Disolventes: el acido trifluoroacetico (TFA), la piperidina, la dimetilformamida 
(DMF), el diclorometano (DCM) y el acetonitriio se compraron a SDS. La 
5(6)-carboxifluorescema (CF) se adquirio.de Acres. La diisopropilcarbodimlda 

20 (DIC) y la N,N-dlisopropiletilamina (DIEA) se adquirieron de Merck. El 
triisopropilsllano (TIS) se adquirio de Fluka. 

Los peptides fueron sintetizados siguiendo protocolos estandares de sintesis 
peptidica en fase solida utilizando la estrategia 
25 9-fluorenilmetoxicarbonil/tert-butil (Fmoc/tBu). Se utilizaron la resina 2- 
clorotritilo, los aminoacidos Na-Fmoc-protegidos (2 eq)/TBTU (2 eq) o el 
PyBOP (2 eq) y la DIEA (6 eq). Las smtesis de 
(Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg)-NH2 (Tat) y 
(Arg-Gln-lle-Lys-lle-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys)-NH2 
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(Antp) se realizaron automaticamente en un sintetizador peptfdico Applied 
Biosystems 433A. Se utilizaron la resina rink amide MBHA (0.1 mmol, 128 mg, 
funcionalizacion inlcial de la resina = 0.78 mmol/g), los aminoacidos 
Na-Fmoc-protegidos (10 eq), TBTU/HOBt 0.45 M y la DIEA 2 M en NMP en 
las reacciones de condensacion. Como grupos protectores para las cadenas 
laterales de Arg e His, se eligieron el 

2,2,4,6, 7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonil (Pbf) y el tert-butiloxicarbonil 
(Boc). La esclsion del grupo protector Fmoc se llevo a cabo por tratamiento 
con una solucion de 20% de piperidina en DMF (2x10 min). 

Se disolvieron en DMF/DCM 9/1 , la 5(6)-carboxyfluorescema (CF) (5 eq), el 
PyAOP (5 eq), el HOAt (5 eq) y la DIEA (10 eq) en DMF, preactivados durante 
10 min y despues anadidos a la peptido-resina y agitados durante 1h 30 min. 
Los peptides marcados fueron escindidos de la resina con un tratamiento con 
un 1% de TFA en DCM durante 5 min y los peptides (Val-X-Leu-Pro-Pro-Pro)n 
o CF-(Val-X-Leu-Pro-Pro-Pro)n (X es Arg o His) fueron obtenidos despues de 
tratar la peptido-resina con un 95% de TFA, un 2.5% de TIS y un 2.5% de 
agua durante 1 h o 2h dependiendo del grupo protector utilizado para las 
cadenas laterales. Se siguio un protocolo similar para obtener CF-Tat-NHa o 
CF-Antp-NH2. 

Caracterizacion de los peptides : Los peptides marcados fueron identificados a 
una X = 443 nm en un RP-HPLC analitico [aparato detector fotodiode Waters 
996 equipado con un modulo de separacion Waters 2695, una columna 
25 Symmetry® (CI 8, 5 |Lim, 4.6 x 150 mm) y el programa de cromatograffa 
Millenium manager; flujo = 1 ml/min; gradiente = 5-100% B en 15 min (B = 
0.036% TFA en acetonitrilo)]. Los peptides carboxifluoresceinados fueron 
purificados en un RP-HPLC semipreparativo [detector de absorbancia dual X 
Waters 2487 equipado con un Waters 2700, un controlador Waters 600, un 
30 colector de fracciones Waters, una columna Symmetry® (C18, 5 |am, 30 x 100 
mm) y el programa de cromatograffa Millenium manager; flujo = 10 ml/min; 
gradiente = 5-20% D en 5 min; 20-70% D en 30 min; 70-100% D en 5 min (D 
= 0.1% TFA en acetonitrilo)]. Los productos finales fueron caracterlzados por 
espectrometria de masas MALDI-TOF (Vogayer-DE RP MALDI-TOF, PE 
35 Biosystems con un laser de N2 de 337 nm). La combinacion de los valores 
experimentales de absorcion de los diferentes peptides 
carboxifluoresceinados obtenidos por UV a 49Q y 443 nm y el analisis de los 
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aminoacldos permitio obtener la concentracion exacta para cada muestra (cf. 
TABLE 1 ). 

Cultivo de celulas v tratamientos peptidicos 

5 

Se estudiaron las propiedades comparativas de los peptides marcados para 
atravesar la membrana celular con la Imea celular humana HeLa. En primer 
lugar, se cuantlfico el grade de internalizacion de los monomeros, dfmeros y 
trimeros a una concentracion de 50 |j.M en celulas HeLa utilizando un 
10 experlmento con un lector de fluorescencia para microplacas. Despues se 
realizo un analisis dosls-respuesta, incubando celulas HeLa con los peptidos 
a diferentes concentraclones. La internalizacion celular de los nuevos 
peptidos fue tambien estudiada por microscopia de barrido laser confocal 
("confocal laser scanning microscopy", CLSM). 

15 

Las celulas HeLa se adquirieron de ATCC. Se conservaron en medio de 
cultivo DMEM (1000 mg/ml glucosa) (Biological Industries) con un 10% de 
suero fetal de temero ("Fetal Calf Serum", FCS), 2 mM de glutamina, 50 u/ml 
de penicilina y 0,05 g/ml de estreptomicina. Para los experimentos de 

20 microscopia confocal, se despegaron celulas HeLa exponencialmente 

crecientes de las botellas de cultivo utilizando una solucion de tripsina-0.25% 
EDTA y la suspension de celulas fue sembrada en una concentracion de 21 .4 
X 10^ celulas/cm^ sobre cubres de vidrio, o en portas de vidrio divididos en 8- 
pozos Lab-Teck™ o en placas de 96-pocillos (Nalge Nunc International). Los 

25 experimentos fueron realizados 24h despues, cuando la confluencia era de 
aproximadamente 60-70%. Se disolvieron los compuestos 
carboxifluoresceinados en PBS y esterilizados con filtros de 0.22 inm 
(Millex-GV, PVDF, Durapore, Millipore), La disoluciones iniciales de peptidos y 
de 5(6)-carboxifluoresceina se diluyeron en medio de cultivo. Las celulas no 

30 adheridas fueron eliminadas en los lavados y las celulas adheridas fueron 
Incubadas a 37 °C en una atmosfera de COz en medio DMEM con una 
concentracion conocida de peptide durante 3h. 

Microscopia confocal de barrido laser confocal (CLSM) 

35 

Despues de 3h de incubacion a 37 °C de las celulas HeLa con 
5(6)-carboxifluoresceina (como control negativo) o con los peptidos 
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carboxifluoresceinados a una concentracion de 50 |liM, las celulas fueron 
lavadas tres veces con PBS y fijadas en una solucion de 3% p-formaldehfdo 
durante 15 min. Las celulas se lavaron con PBS durante 5 min y montadas 
con medio de montaje MowloL La CLSM se reaiizo con un microscoplo 
5 confocal Leica SP2. Las Imagenes se tomaron utillzando un objetlvo de 
inmersion de aceite 63X/1 .3 NA. Como control de fijacion, se realizaron 
experimentos similares con celulas sembradas en camaras con el fondo de 
vidrio Lab-Tek™ para observaciones de celulas vivas. Despues de una 
incubacion de 3h, se lavaron las celulas tres veces con PBS con 1.1 mM de 

10 CaCl2 y 1 .3 mM de MgCb y se tomaron las imagenes utillzando un objetlvo 
60X/1 .4 NA en una microscoplo confocal Olympus Fluoview durante los 
siguientes 30 min. En ambos microscopies confocales, la fluorescencia de la 
carboxifluoresceina fue excitada con la Imea a 488-nm de un laser de argon y 
su emision fue detectada en un range de 515-530 nm. Los parametros del 

15 microscopic se mantuvieron identicos para cada peptide y dosis. 

Las imagenes de microscopfa confocal (imagenes no mostradas en esta 
descripclon per la ausencia de color), revelaron una distribucion vesicular 
intracelular de los peptides fiuorescentes. Los peptides 

2 0 carboxifluoresceinados fueron localizados dentro de las celulas y no estaban 
adheridos a la membrana celular. Se examine la Influencia de la etapa de 
fijacion con una solucion de 3% de p-formaldehido, pues la etapa de fijacion 
previa a la observaclon en un microscopic podria llevar a la presencia de 
artefactos en la entrada o podria cambiar la locaiizacion de la molecula 

25 portadora. Se observe in vivo y en celulas fijadas, una distribucion punteada 
citoplasmica fuera del nucleo. La fijacion con p-formaldehfdo no Influencio en 
la entrada en celulas HeLa y no modified la locaiizacion de los peptidos 
portadores. 

30 Experimento con un lector de fluorescencia de microplacas 

Para cada experimento, se sembraron y cultlvaron 21.4 x 10^ celulas/cm^ 
durante 24h. Despues de una completa adhesion a la placa, se cambio el 
medio de cultivo. Las celulas fueron incubadas durante 1 h o 3h a 37 en 
35 atmosfera de CO2 con medio fresco con peptidos marcados con 

carboxifluoresceina o con carboxifluorescema. Se lavaron las celulas con 
PBS. Las celulas se trataron con un tampon de lisis (0.1% de Triton X-10D en 



wo 2005/087795 



PCT/ES2005/000116 



11 . 

50 mM Tris, pH 8.5) durante 30 min. Las medidas de fluorescencia emitida se 
realizaron despues de 30 min de incubacion con el tampon de lisis en un 
lector de fluorescencia con microplacas FL600 (Bio-Tek), La fluorescencia se 
midio a una A.exdtaci6n = 485/20 nm y una A,emisi6n = 530/25 nm. Se realizo un 
5 triplicado de cada concentracion de peptide o carboxifluoresceina y se resto la 
fluorescencia emitida por los blancos (celulas con medio de cuitivo y sin 
peptides). El experimento se reproducio tres veces. • 

Como muestra la FIG. 2A, las celulas incubadas con 
10 CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)3 presentaron un mayor intensidad de 

fluorescencia. La naturaleza de los residues hidrofilicos y especificamente la 
longitud del peptide mostraron tener un pronunciado efecto en la 
Intemalizaclon (FIG. 2B). 

15 Ensavo de toxicidad peptidica (ensavo MTT) 

La viabilidad y proliferacion de las HeLa en presencia de los peptides se 
estudiaron utilizando una prueba con bromuro de 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (cfr. "MTT-cell proliferation 
20 assay" Cell Biology: A Laboratory Handbook, Academic Press, 1998, Second 
Ed. vol. 1 ; Y. Liu et aL, "Mechanism of cellular 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction", 
J. Neurochem. 1997 vol. 69 pp. 581-93). 

25 Para cada experimento se sembraron 7x10^ celulas/cm^ en una placa de 

96-pocillos (Nange Nunc) (100 |il/pocillo) e Incubadas durante 24h. Para evitar 
saturacion con el crecimiento celular, despues de 24h de la incubacion con el 
peptide, se utilizaron 7x10^ celulas/cm^ en el experimento de proliferacion 
(en vez de 21 .4x10^ celulas/cm^ sembradas en los experimentos 

30 previamente descritos). Despues de una completa adhesion de las celulas a 
la placa, se aspiro el medio de cuitivo. Los peptides fueron anadidos en 
concentraciones crecientes de 50, 100, 500, y 1000 |aM. Las celulas se 
incubaron durante 3h o 24h a 37 en atmosfera del 5% de CO2- El MTT fue 
anadido 2h antes del tiempo de incubacion final, es decir, despues de 1 h para 

35 las 3h de incubacion y despues de 22h para el tiempo de incubacion de 24h 
en una concentracion final por pocillo de 0.5 mg/ml. Las celulas con peptides 
y el MTT se incubaron durante 2h mas y entonces se elimino el medio 
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aspirando- Se anadio isopropanol para disolver el formazan, unos cristales 
azul oscuro observados en los pocillos. La absorbancia fue medida a una X = 
570 nm, 30 min despues de la adicion de isopropanol. La viabilidad celular se 
expreso como porcentaje de la fraccion de celulas tratadas con peptide 
5 respecto a las no tratadas utilizadas como control. 

El peptide CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)3 no fue citotoxico despues de una 
incubacion de 24h con las celulas HeLa a concentraciones de hasta 1000 
jLiM, lo cual destaca su potencial como portador (FIG. 3A). Se realizaron 

10 estudios de citotoxicidad comparativos con otros peptides penetrantes de 
celulas ya conocldos. CF-Tat-NH2 y CF-Antp-NHa fueron citotoxicos a 
concentraciones relativamente bajas. A la concentraclon utillzada en los 
estudios de internalizacion, es decir a 50 ^iM, CF-Tat-NHa reducio la viabilidad 
celular hasta un 64% y CF-Antp hasta un 75% (FIG. SB). La viabilidad de las 

15 celulas HeLa se redujo dramaticamente en presencia de GF-Tat-NHa o 
CF-Antp-NHa a concentraciones mayores (p.ej. a 40% y 1 1% 
respectivamente a 500 ^iM), En comparacion con CF-Tat-NH2 o GF-Antp-NH2, 
el grade de internalizacion de CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)3 fue 
respectivamente 1 5 o 20 voces menor, sin embargo este ultimo presento 

20 ausencia de citotoxicidad. 
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TABLA 1 ■ Caracteristicas de los peptidos sintetizados. Todos los peptidos 
tienen aminoacidos con configuracion L. 



secuencias de los peptidos 


referencia 


M 

^caiGuiaQs ^ 


M 

(encontrada) 


RT (min) 

Grad: 5-100% B 


V cll~nio'*L_CU r 1 U~i 1 U-'rl U 


KIN 1^1o^:/l-l*l— 0 
SEQ ID NO: 1 


ceo 


DOO [M+H J, 

682 [M+Na"^] 


4.82 

• 






1U lo 


1018 [M+H ], 
1U4U livl+iMa J 


7.46 








«i ono rKjij_i_i**"i 
l^yo IM+H J, 

•1 '^Oi 
1 1 

[iviTiNa J, 
1337 [M+K^] 


C CO 

5. DO 


CF-(Val-His-Leu-Pro-Pro-Proi o 






1 uoo [_ivi~n J 


y in 


(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro^ 


RN 129460-93-1 
SEQ ID NO" 3 




1 *^*\Q FM+W"*'! 
1 Ov>c7 £ivi^ri J 




CF-(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 




1716 


2299 [M+H^] 


6.9 


Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro 


SEQ ID NO: 4 


678 


679 [M+H"^] 


4.8 


CF-\/?5l-Arn-l f>i i-Prn-Pm-Prn 






lUof [Wi+ri J 


-7 r-"7 
/ .0/ 


(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 2 


SEQ ID NO: 5 


1337 


1 338 [M+H"^] 


5.55 


flF-^X/al-Arn-I oi i-Prr\.Prrk_Prrk\ 

V CI1-/A1 y-LfcjU"! ro~r r u~r ro y 2 




*i one 


1d9o IM+H ], 

1718 [M+Na^^] 


7.24 


(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 


SEQ ID NO: 6 


1997 


1998 [M+H"^] 


5.6 


CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 




2356 


2356 [M] 


7.02 


^A\ry-Ly5-L.ys-/\rg-Arg-v3in-Arg- 

Arg-Arg)-NH2 

(Tat-NHo) 


KIM 1oU^44-oo-1 

SEQ ID NO: 7 


1337 


1 338 [M+H ] 


2.32 


CF-Tat-NHz 

• 




1697 


1698 [M+H*], 
1720 [M+Na*] 


4.49 


(Arg-Gln-lle-Lys-lle-Trp-Phe- 
G 1 n-As n-Arg-Arg-Met-Lys-Trp- 
Lys-Lys)-NH2 
(Antp-NHz) 


RN 214556-79-3 
SEQ ID NO: 8 


2244 


2245 [M+H"^], 
2267 [M+Na*] 


5.12 


CF-Antp-NH2 




2604 


2605 [M+H*], 
2626 [M+Na*] 


6.12 
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REIVINDICACIONES 

1. Compuesto de formula (I) 

5 Mi-Li-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)x-L2-M2 

(I) 

o su sal farmaceutica o biologicamente aceptable, donde 
Val es L-Val o D-Val; 
10 Arg es L-Arg, D-Arg o L--(N-metil)Arg; 
Pro es L-Pro o D-Pro; 
Leu es L-Leu o D-Leu; 
X es un entero del 1 al 20; 

Li y L2 son conectores qui'micos, que son identlcos o diferentes, presentes o 
15 ausentes; 

Mi y M2 son grupos farmaceutica y/o biologicannente activos, que son 
Identlcos o diferentes, presentes o ausentes; y 

el enlace entre Li y Mi y el enlace entre L2 y M2 son de cualqulera de las 
naturalezas qufmlcas conocidas, incluyendo covalente e ionlca. 

20 

2. Compuesto segun la relvindicaclon 1, donde los conectores quimicos se 
seleccionan independientemente de secuenclas de peptidos de hasta 10 
residues de aminoacidos. 

25 3. Compuesto segun la relvindicaclon 1, donde los grupos farmaceutica y/o 
biologicamente activos son princlpios activos farmaceuticos, acidos nucleicos, 
acidos nucleicos peptidicos, peptidos, protemas, carbohidratos, Ifpidos, 
esteroles, nanoparticulas, anticuerpos, marcadores o send as. 

30 4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde x es del 1 
alio. 

5. Compuesto segun la reivindicaclon 4, donde x es del 1 al 3. 
35 6. Compuesto segun la reivindicaclon 5, donde x es 3. 

7. Compuesto segun la reivindicaclon 1, donde Li, L2, Mi y M2 estan todos 
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ausentes y, consecuentemente, el compuesto de formula (I) es 
(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)x - 

8. Compuesto segun la reivlndicacion 7, donde x es 3. 

5 

9. Compuesto segun la reivindicaclon 7, que tiene una secuencia 
seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 1-6. 

10. Uso del compuesto definldo en cualqulera de la reivlndicaciones 7-9 como 
10 portador penetrante de celulas. 

1 1 . Composicion farmaceutica que comprende una cantidad 
terapeuticamente efectiva del compuesto definido en cualqulera de las 
reivlndicaciones 1-6, junto con cantidades apropladas de excipientes 

15 farmaceuticos. 

12. Composicion cosmetica que comprende una cantidad cosmeticamente 
efectiva del compuesto definido en cualqulera de las reivlndicaciones 1-6, 
junto con cantidades apropladas de excipientes cosmetlcos. 
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1/3 



FIG. 1 



(VXLPPP)„ 



a) 



CF-(VXLPPP)„ 



b) 



CF-{VXLPPP)„ 





/7= 1-3 



b) 



(VXLPPP)„ 
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FIG. 2 




CF CF-(VHLPPP)3 CF-(VRLPPP)3 
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FIG. 3 

A 

120 -, 




Control 50 mM 100 |jM 500 pM 1000 

CF-(VRLPPP)^OH 
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1 

SEQUENCE LISTING 
<110> Universidad de Barcelona 

<120> Peptides como portadores penetrant es de celulas 

<130> WO-Giralt-1 

<140> 

<141> 2005-03-07 

<150> ES 200400653 
<151> 2004-03-08 

<160> 8 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 1 

Val His Leu Pro Pro Pro 
1 5 



<210> 2 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 2 

Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro 
15 10 



<210> 3 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 3 

Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro . Pro Pro Val His Leu Pro 
1 5 10 15 



Pro Pro 



<210> 4 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> peptide 



<400> 4 
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Val Arg Leu Pro Pro Pro 
1 5 



<210> 5 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400>' 5 

Val Arg Leu Pro Pro Pro Val Arg Leu Pro Pro Pro 
15 10 



<210> 6 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 6 

Val Arg Leu Pro Pro Pro Val Arg Leu Pro Pro Pro Val Arg Leu Pro 
15 10 15 



Pro Pro 



<210> 7 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 7 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg 
1 5 



<210> 8 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 8 



Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
15 10 15 
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FERNANDEZ-CARNEADO, J. et al. " Potential peptide carriers: 
amphipathic proline-rich peptides derived from the N-terminal 
domain of -zein". ANGEW, CHEM. INT. ED. 26 de marzo de 2004. 
Vol. 43, paginas 1811-1814, todo el documento. 


1-12 


PX 


FOERG, C. et al. "Decoding the entry of two novel cell-penetrating 
peptides in HeLa cells: lipid raft-mediated endocytosis and 
endosomal escape*'. BIOCHEMISTRY. 12 de agosto de 2004. Vol. 
44, paginas 72-81, todo el documento. 


1-12 


X 


CELMA, C. et aL "Optimization of the experimental procedures in 
fast atom bombardments mass spectrometry of peptides with a 
quadrupole mass spectrometer". BIOMEDICAX AND 
ENVIRONMENTAL MASS SPECTROMETRY. 1990, Vol. 19, 
pagiuas 235-239, ver Fig. 1. 
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£n la continuacion del recuadro C se relacionan otros documentos 



Los documentos de familias de patentes se indican en el 
anexo 



"A" 



Categorias especiales de documentos citados: 

documento que define el estado general de la tecnica no considerado 
como particularmente relevante. 

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de 
presentacidn intemacional o en fecha posterior. 

documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacion de 
priori dad o que se cita para determinar la fecha de publicacion de otra 
cita o por una razon especial (como la indicada), 

documento que se refiere a una divulgacion oral, a una utilizacion, a 
una exposicion o a cualquier otro medio. 

documento publicado antes de la fecha de presentacion intemacional 
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reiviiidicada. 



documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de 
presentacion intemacional o de prioridad que no pertenece al 
estado de la t^onica pertinente pero que se cita por pennitir la 
comprension del principio o teoda que constituye la base de la 
invenci6n. 

documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no 
puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva 
por referenda al documento aisladamente considerado. 
documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no 
puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el 
documento se asocia a otro u otros documentos de la misma 
naturaleza, cuya combinaci6n resulta evidente para un experto en 
la materia. 

documento que forma parte de la misma familia de patentes. 



Fecha en que se lia concluido efectivamente la busqueda intemacional. 
14Jumo2005 (14.06.2005) 



Nombre y direccion postal de la Administracion encargada de la 
busqueda intemacional O.E.P.M. 

C/Panamd 1, 28071 Madrid, Espafia. 
N° de fax 34 91 3495304 



Pecha <k exu^4tfioil4di?i£onne de biisqneda intemacional 



Funcionario autorizado 

M. Novoa Sanjurjo 
N° de tel6fono + 34 91 3495552 



Fomiulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Abril 2005) 



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 



Soli intemacional n" 

PCT/ES 2005/000116 



C (Continuacion). 


DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES 




Categoria* 


JUocumentos citaaos, con inaicacion, si proceae, ae las partes reievantes 


xCelevaiiic para las 
reivindicaciones n° 


X 


CELMA, C. et al. "Determination of the enantiomeric purity of 

S3aithetic peptides by gas chromatography-mass spectrometry". 
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY. 1991, Vol. 256, pasinas 
447-458, ver Fig. 1. 


9, 11, 12 


X 


JP 2036127 A (AGENCY OF IND SCIENCE & TECHNOL. et al ) 
06.02.1990, (resumen) [en linea] [recuperado el 10.06.2005]. 
Recuperado de EPO PAJ Database. 


9, 1 1, 12 


A 


WO 03078470 A (LG HOUSEHOLD & HEALTH CARE LTD.) 
25.09.2003, todo el documento. 
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Fonnulario PCT/ISA/210 (continuacion de la segunda hoja) (Abiil 2005) 



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 



Sohcitud intemacional n° 

PCT/ES 2005/000116 



Recuadro n Observaciones cuando se estime que algunas reivindicacioiies no puedeu ser objeto de busqueda (Continuacion 
del pimto 2 de la primera faoja) 



De conformidad con el articulo 17(2)(a), algunas reivindicaciones no han podido ser objeto de busqueda por los siguientes motives: 
Las reivindicaciones n°®: 

se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no esta obligada a proceder a la busqueda, a saber: 



2. |X| Las reivindicaciones n°®: 1-7 (parcialmente) 

se refieren a elementos de la solicitud intemacional que no cumplen con los requisites establecidos, de tal modo que no pueda 
efectuarse una busqueda provechosa, concretamente: 

La formula I, cubre tantos compuestos posibles, que una busqueda completa es imposible. La busqueda se ha 
limitado a los compuestos realmente obtenidos (SEQ ID n** 1-6) y que se presentan en los ejemplos. 



3. □ Las reivindicaciones n°®: 

son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a). 

Recuadro DI Observaciones cuando falta unidad de invencion (Continuacion del puuto 3 de la primera hoja) 

La Administracion encargada de la Busqueda Intemacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud intemacional, a saber: 
Invencion 1: Reiv. 1-12 (parcialmente): peptidos de SEQ ID n^'s 4-6, su uso como portadores penetrantes de 
celulas, composicion farmaceutica, composicion cosmetica. Invencion 2: Reiv. 10 (parcialmente): uso de los 
peptidos de SEQ ID n°s 1-3, en la preparacion de medicamentos/cosmeticos y que actuan como portadores 
penetrantes de celulas. 



1. n Dado que todas las tasas adicionales han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de bt!isqueda 
intemacional comprende tod£is las reivindicaciones que pueden ser objeto de bt^squeda. 



2. Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda pueden serlo sin un esfuerzo particular que justifique una 
tasa adicional, esta Administracion no ha invitado al pago de ninguna tasa de esta naturaleza 

3. n Dado que tan solo una parte de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente 

infonne de busqueda intemacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido satisfechas las 
tasas, concretamente las reivindicaciones n°®: 

4. □ Ninguna de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente 

informe de busqueda intemacional se limita a la invenci6n mencionada en primer termino en las reivindicaciones, cubierta por 
las reivindicaciones n°*: 



Indicacion en cuanto a la protesta Se acorapan6 a las tasas adicionales una protesta por parte del solicitante y, en su caso, 

el pago de una tasa de protesta. 

EH Se acompafid a las tasas adicionales la protesta del soHcitante, pero la tasa de protesta 
aplicable no se pago en el plazo establecido. 

El pago de las tasas adicionales no ha sido acompanado de ninguna protesta. 



Formulaiio PCT/ISA/210 (continuacion de la primera hoja (2)) (Abril 2005) 



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 


S< intemacional n° 




xuiiyiiiiaoiuii icieiu va a inieilLQrOS uc LaXuliiaS Cic ^aiexiu^o 


PCT/ES 2005/000116 


Documento de patente citado 
en el infomie de busaueda 


Fecha de 
"Dixblicacion 


Miembro(s) de la 


Fecha de 

"niiblicaci nn 


JP 2036127 A 


06.02.1990 


JP 2805032 B 


30.09.1998 
30.09.1998 
30.09.1998 


WO 03078478 Al 


25.09.2003 


AU 2003220040 Al 
US 2005 119429 Al 


29.09.2003 
02.06.2005 



I 



Formtilario PCT/ISA/210 (anexo^familia de patentes) (Abril 2005) 



